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Wpływ agonistów i antagonistów cholinergicznych receptorów M i N 
na poziom GABA i aktywność GAD w móżdżku szczura

Влияние агонистов и антагонистов холинергических рецепторов М и N 
на уровень GABA и активность GAD в мозжечке крысы

The Influence of Agonists and Antagonists of Cholinergic M and N Receptors on 
the GABA Level and GAD Activity in Rat Cerebellum

Kwas y-aminomasłowy (GABA) znajduje się w dużych ilościach w OUN i jest 
głównym neuroprzekaźnikiem hamującym (3, 6, 9, 11, 17). Odpowiada on zarówno 
za hamowanie pre-, jak i postsynaptyczne (3). Największe ilości GABA, a także 
dekarboksylazy glutaminowej (GAD) stwierdzono w neuronach prążkowia, istoty 
czarnej, podwzgórza, kory mózgu oraz w móżdżku (5, 9, 13). W tej ostatniej struk­
turze neuronami GABA-ergicznymi są komórki Purkinjego, hamujące czynność 
głębokich jąder móżdżku oraz komórki pnia mózgu. Komórki Purkinjego są z kolei 
hamowane przez komórki koszyczkowate, będące również komórkami GABA-er- 
gicznymi. Zmianie zawartości GABA w móżdżku towarzyszy zmiana zawartości 
c-GMP w kierunku odwrotnym do GABA (13). Równocześnie wykazano, że ko­
mórki Purkinjego reagują pobudzeniem na ACh. Badania ostatnich lat dostarczyły 
dowodów interakcji między układem cholinergicznym i GABA-ergicznym. Zjawisko 
to jest stosunkowo dobrze poznane w obrębie układu pozapiramidowego oraz w ko­
rze mózgu (5, 7, 8, 9, 11, 15, 17). Stwierdzano też, że móżdżek posiada przede wszyst­
kim receptory cholinergiczne muskarynowe (M) i tylko niewielką ilość receptorów 
nikotynowych (N) (12). Aktywacja ośrodkowych receptorów M jest związana ze 
wzrostem c-GMP, co sugeruje, że c-GMP spełnia rolę pośrednika w funkcjonowaniu 
receptorów M (9, 13). Ponieważ zmiany aktywności neuronów GABA-ergicznych 
są również w ścisłej korelacji z zawartością c-GMP, wydaje się interesujące zba­
danie wpływu ośrodkowej stymulacji cholinergicznej Па poziom GABA i aktywność 
GAD w móżdżku szczura.



294 Maria Sieklucka-Dziuba, Zdzisław Kleinrok

MATERIAŁ I METODY

Doświadczenia przeprowadzono na szczurach, samcach, szczepu Wistar, o masie 
ciała 160—220 g. Badane substancje rozpuszczano w wodzie ex tempore i podawano 
dootrzewnowe (i.p.) w różnym czasie przed dekapitacją. Jedynie d-tubokurarynę 
podawano dokomorowo (i.v.c.). Zwierzęta zabijano przez dekapitację i mózgi natych­
miast umieszczano w zamrażarce w temp. — 18°C. Z zamrożonych mózgów pobiera­
no móżdżek i oznaczano w nim poziom GABA i aktywność GAD metodą spektro- 
fluorymetryczną Loweg o i wsp. (10) w modyfikacji Suttona i Simmon d- 
s a (16). Uzyskane wyniki zestawiono w postaci średnich i opracowano statystycz­
nie przy użyciu t-testu Studenta. Grupy doświadczalne liczyły po 12 zwierząt.

Stosowano następujące substancje i leki: siarczan atropiny (Polfa), chlorowo­
dorek pilokarpiny (Polfa), salicylan fizostygminy (Sandoz), chlorowodorek lobeliny 
(Polfa), nikotynę (POCH), chlorowodorek mekamylaminy (Sandoz), d-tubokurarynę 
(Orion), chlorowodorek fentolaminy (Regityne-Ciba), chlorowodorek propranololu 
(Polfa).

STYMULACJA I BLOKOWANIE CHOLINERGICZNYCH RECEPTORÓW M

Pilokarpinę stosowano W dawkach 5 i 10 mg • kg-1 60 min. przed dekapitacją, 
a fizostygminę w dawce 1,5 mg ■ kg“1 120 i 240 min. przed dekapitacją. Atropinę 
stosowano w dawkach 0,2, 1 i 5 mg • kg-1 60 min. przed dekapitacją. Stosowano też 
atropinę w dawce 1 mg-kg-1, a po 30 min. stosowano pilokarpinę 10 mg • kg—1 lub 
fizostygminę 1,5 mg ■ kg-1. Zwierzęta dekapitowano odpowiednio 60 lub 240 min. 
od drugiej iniekcji.

STYMULACJA I BLOKOWANIE CHOLINERGICZNYCH RECEPTORÓW N

Lobelinę stosowano w dawkach 1 i 5 mg ■ kg1- 15 i 30 min., w dawkach 
10 mg-kg-1 15, 30, 60, 120 i 240 min. oraz w dawce 15 mg ■ kg—1 30 min. przed de­
kapitacją. Nikotynę stosowano w dawkach 0,1 i 1 mg • kg“1 15, 30 i 60 min. przed 
dekapitacją. Mekamylaminę stosowano w dawkach 2 i 5 mg • kg-1 60 min. przed 
dekapitacją. D-tubokurarynę stosowano i.v.c. w dawkach 0,5 i 1 ąg/szczura 20 min. 
przed dekapitacją. Następnie badano wpływ łącznego stosowania lobeliny lub niko­
tyny z mekamylaminą lub tubokuraryną. W tym celu stosowano mekamylaminę 
w dawce 2 mg ' kg-1 i po 45 min. podawano lobelinę (5 mg • kg-1) lub nikotynę 
(1 mg ■ kg-1). Podobnie stosowano tubokurarynę i.v.c. w dawce 0,5 ng/szczura i po 
5 min. podawano lobelinę (5 mg • kg-1) lub nikotynę (1 mg • kg-1). Zwierzęta te za­
bijano po 15 min. od drugiej iniekcji.

STYMULACJA CHOLINERGICZNYCH RECEPTORÓW N
I BLOKOWANIE CHOLINERGICZNYCH RECEPTORÓW M ORAZ NORADRENERGICZNYCH a I ß

Atropinę stosowano w dawce 1 mg • kg-1 i po 45 min. podawano lobelinę 
5 mg ■ kg-1 lub nikotynę (1 mg • kg-1). Fentolaminę stosowano w dawce 20 mg • kg-1 
i po 45 min. podawano lobelinę (5 mg • kg-1) lub nikotynę (1 mg • kg-1). Propranolol 
stosowano w dawce 5 mg ■ kg-1 i po 45 min. podawano lobelinę (5 mg • kg—9 lub 
nikotynę (1 mg ■ kg-1). Zwierzęta te dekapitowano po 15 min. od drugiej iniekcji.
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WYNIKI I DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach wykazano, że pilokarpina zastosowa­
na w dawkach 5 i 10 mg • kg-1 obniża zawartość GAB A w móżdżku. Zmia­
ny te nie występują w przypadku wcześniejszego zablokowania recepto­
rów M przez atropinę, mimo że sama atropina w żadnej ze stosowanych 
dawek nie wpływa na poziom tego neuroprzekaźnika. Fizostygmina na­
tomiast pozostaje bez wpływu na poziom GABA w tej strukturze (tab. 1). 
Równocześnie wykazano brak wpływu obu tych substancji na aktywność 
GAD. Fakt, że atropina antagonizuje działanie pilokarpiny jest dowo­
dem, że do obniżenia zawartości GABA dochodzi za pośrednictwem cho­
linergicznych receptorów M. Należy sądzić, że w wyniku tej stymulacji 
dochodzi do zwiększenia aktywności neuronów GABA-ergicznych. Przy­
puszczenie to potwierdzają dane literaturowe, że stymulacja receptorów 
M w móżdżku powoduje wzrost zawartości c-GMP, który z kolei znaj­
duje się w odwrotnej korelacji z zawartością GABA (13). Brak działania 
fizostygminy można tłumaczyć jej różnym od pilokarpiny mechanizmem 
działania. Fizostygmina, jako inhibitor AChE, wywołuje stymulację re­
ceptorów, zarówno M, jak i N, i efekty przez nią wywoływane są wy­
padkową tego działania. Ponadto, jako związek o znacznie większej to­
ksyczności, może wywierać działanie niespecyficzne, niecholinergicz- 
ne (8, 10).

Wpływ lobeliny i nikotyny na poziom GABA jest wyraźnie dwufazo­
wy, zależny od dawki i czasu działania. Lobelina zastosowana w dawce

Tab. 1. Wpływ pilokarpiny, fizostygminy i atropiny na poziom GABÄ w móżdżku 
szczura

Effect of pilocarpine, fizostigmine and atropine on the GABA level in the rat ce­
rebellum

Stosowane 
związki 

mg • kg-1 i.p.
Czas 
(min.)

Poziom GABA 
w p.g/1 g tkanki 

±SE
Kontrola 

%

Kontrola 317 ±12,6 100.
Pilokarpina 5 60 201 ±28,0* 64
Pilokarpina 10 60 233 ±21,0* 74
Fizostygmina 1,5 120 303 ±7,3 96
Fizostygmina 1,5 240 295 ±8,6 93
Atropina 1 60 298 ±24,7 91
Atropina 5 60 287 ±40,2 90
Atropina 1 
+Pilokarpina 10

90
60 283 ±14,1** 89

Atropina 1 
+Fizostygmina 1,5

180
240 321 ±16,5 101

* P<0,05 w porównaniu z kontrolą.
** P<0,05 w porównaniu z pilokarpiną.

* P<0.05 in comparison with control.
** P<0.05 in comparison with pilocarpine.
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1 i 5 mg • kg-1 15 min. przed dekapitacją zwiększa zawartość GABA, na­
tomiast w dawkach większych (10 i 15 mg) oraz po dłuższym czasie 
(30 min. i więcej) zmniejsza tę zawartość. Analogiczne działanie wywie­
ra nikotyna, która zastosowana w dawce 1 mg • kg-1 15 min. przed deka­
pitacją podnosi, a po 30 min. obniża poziom GABA w móżdżku (ryci 1).

Effect of lobeline (LOB) and nicotine (NIC) on the GABA level in the rat cere­
bellum

A więc związki te zastosowane w dawkach, w których wywierają dzia­
łanie pobudzające receptory N, powodują wzrost zawartości GABA w 
móżdżku. Natomiast zniesienie impulsacji cholinergicznej przez zabloko­
wanie receptorów N wywołuje efekty przeciwne. Mekamylamina zasto­
sowana w dawce 2 mg • kg-1 pozostaje bez wpływu, natomiast w dawce 
5 mg • kg*1 również obniża poziom GABA. Zastosowanie mekamylaminy 
w dawce 2 mg • kg-1 45 min. przed podaniem lobeliny zapobiega wywo­
ływanym przez nią zmianom w poziomie GABA, pozostając bez wpływu 
na działanie nikotyny. Sùgeruje to, że receptor cholinergiczny N w móżdż­
ku wywiera podobny jak w prążkowiu wpływ na układ GABA-ergicz- 
ny (8). Stymulacja tego receptora prowadzi do zmniejszenia aktywności 
neuronów GABA-ergicznych, objawiającego się wzrostem jego zawartości, 
natomiast blokowanie tego receptora zmniejsza jego zawartość. Różnice 
w działaniu między lobeliną i nikotyną mogą wynikać z różnic toksycz­
ności obu tych związków. Lobeliną posiada bowiem czyste działanie niko­
tynowe, nikotyna natomiast poza działaniem na receptor N posiada swo­
iste, niecholinergiczne miejsca wiązania w OUN. Efekty tego działania są 
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znoszone przez analogi nikotyny, a nie przez związki blokujące receptory 
cholinergiczne N (1, 2, 4). Tym też można tłumaczyć fakt, że mekamyla- 
mina zapobiega zmianom w poziomie GABA wywoływanym przez lobe- 
linę, nie znosi natomiast wpływu nikotyny. Jednakże tubokuraryna, zwią­
zek blokujący receptory N typu mięśniowego, zastosowana i.v.c. w dawce 
0,5 |xg/szczura 45 min. przed i.p. podaniem lobeliny lub nikotyny znosi 
działanie obu tych substancji, mimo że sama w żadnej ze stosowanych 
dawek nie wpływa na poziom tego neuroprzekaźnika (tab. 2).

Tab. 2. Wpływ lobeliny, nikotyny, mekamylaminy i tubokuraryny na poziom GABA 
w móżdżku szczura

Effect of lobeline, nicotine, mecamylamine and tubocurarine on the GABA level in 
the rat cerebellum

Stosowane 
związki

Droga 
podania

Czas 
(min.)

Pioziom GABA 
w p.g/1 g tkanki 

±SE
Kontrola 

%

Kontrola 
Lobelina

308 ±13,2 100

5 mg • kg-1 
Nikotyna

i.p. 15 370 ±15,6* 120

1 mg • kg“1 i.p. 15 369 ±8,6* 119
Mekamy lamina 

2 mg - kg-1
Mekamylamina

i.p. 60 313 ±8,1 101

5 mg • kg-1 i.p. 60 268 ±8,8* 87
Mekamylamina 2 
+ Lobelina 5 i.p. 60

15 286 ±14,1** 93
Mekamylamina 2 
+Nikotyna 1 i.p. 60

15 356 ±16,3* 115
Tubokuraryna 

0,5 iig
Tubokuraryna

i.v.c. 20 302 ±10,2 98

1 gg 
Tubokuraryna

i.v.c. 20 296 ±8,3 96

0,5 Hg 
+Lobelina 5

i.v.c. 
i.p.

20
15 292 ±10,9** 95

Tubokuraryna
0,5 ug 

+Nikotyna 1
i.v.c. 
i.p.

20
15 304 ±9,0** 98

* P<0,05 w porównaniu z kontrolą.
** P<0,05 w porównaniu z lobe liną lub nikotyną.

* P<0.05 in comparison with control.
** P<0.05 in comparison with lobeline or nicotine.

Wydaję się więc, że receptory cholinergiczne N typów zwojowego 
i mięśniowego odgrywają podobną rolę w móżdżku, mimo różnej ich wraż­
liwości w stosunku do poszczególnych związków. Badania A b o o d a i wsp. 
(1) sugerują, że ośrodkowy receptor cholinergiczny N może, Zależnie od 
konfiguracji przestrzennej, wiązać się z różnymi ago- i antagonistami 
swoistymi na obwodzie dla receptorów N typu zwojowego lub mięśnio­
wego, a tylko stopień powinowactwa w tych wiązaniach może być różny.
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Ponadto ago- i antagoniści receptora M, jak atropina czy oksotremoryna, 
mogą również, chociaż w mniejszym stopniu, ubiegać się o miejsce wią­
zania z tym receptorem (14). Przeprowadzone w niniejszej pracy badania 
wykazały, że atropina, zastosowana w analogicznym układzie doświadczal­
nym jak mekamylamina, zapobiega zmianom w poziomie GABA wywoły­
wanym przez nikotynę, nie zmienia zaś wpływu lobeliny na ten poziom.

Zablokowanie receptorów noradrenergicznych a przy- użyciu fentola- 
miny (20 mg • kg-1) nie zmienia wpływu lobeliny czy nikotyny na układ 
GABA-ergiczny, natomiast zablokowanie receptorów noradrenergicznych 
ß przy użyciu propranololu (5 mg • kg-1) zapobiega zmianom wywoływa­
nym przez obydwa te związki. Wydaje się więc prawdopodobne, że sty­
mulacja cholinergicznych receptorów N poza działaniem bezpośrednim 
może wywierać wpływ pośredni na poziom GABA poprzez receptory no- 
radrenergiczne ß.

Wpływ badanych związków na aktywność GAD jest mało charakte­
rystyczny. Wykazano, że nikotyna w niewielkim stopniu zmniejsza ak­
tywność tego enzymu, przy czym zmianom tym nie zapobiega wcześniej­
sze stosowanie mekamylaminy, tubokuraryny czy atropiny. Ponadto me­
kamylamina i tubokuraryna, stosowane same w dawkach odpowiednio 
5 mg • kg-1 i 1 pg/szczura, również zmniejszają aktywność GAD, a w po­
zostałych dawkach pozostają bez wpływu na tę aktywność. Również 
związki pobudzające rholinergiczne receptory M, tj. pilokarpina i fizo­
stygmina, nie zmieniają aktywności enzymu w stosowanych dawkach. Nie 
ma więc korelacji między aktywnością GAD a poziomem GABA pod wpły­
wem badanych związków. Przyczyną tego mogą być zmiany aktywności 
GABA-T, enzymu odpowiedzialnego za rozkład GABA. Enzym ten jest 
bowiem bardzo labilny, ulega inaktywacji w warunkach hipoksji oraz pod 
wpływem licznych czynników toksycznych (5, 7).

Wnioski

1. Stymulacja cholinergicznych receptorów M powoduje w móżdżku 
zmniejszenie zawartości GABA, przy czym zmianom tym zapobiega 
atropina.

2. Stymulacja cholinergicznych receptorów N powoduje wzrost zawar­
tości GABA, przy czym wpływ na układ GABA-ergiczny może odbywać 
się bezpośrednio oraz pośrednio z udziałem receptorów cholinergicznych 
M oraz noradrenergicznych ß.

3. Poziom GABA nie zależy wyłącznie od aktywności GAD i stopnia 
nasilenia syntezy.
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РЕЗЮМЕ

В исследованиях проведенных на крысах штамма Вистар доказано, что 
стимуляция М холинергических рецепторов пилокарпином вызывает понижение 
уровня GABA в мозжечке. Эти изменения предотвращает атропин. Стимулация 
N холинергических рецепторов лобелином и никотином вызывает повышение 
содержания GABA. Эти изменения предотвращают: мекамиламин, тубокурарин, 
и частично атропин и пропранолол.

Полученные результаты показывают, что стимуляция М холинергических 
рецепторов имеет непосредственное влияние на GABA-ергическую систему моз­
жечка, а стимуляция N холинергических рецепторов имеет непосредственное 
и посредственное влияние, если участвует рецептор М и адренергический ре­
цептор ß. Влияние исследованных средств на активность GAD является мало 
характеристическим. Не доказано отчётливой корреляции между активностью 
GAD и уровнем GABA в мозжечке.

SUMMARY

The experiments with the rats of Vistar strain showed that the stimulation 
of central cholinergic M receptors by pilocarpine diminished the GABA level in 
the cerebellum. Atropine was found to prevent the effect of pilocarpine. The 
stimulation of cholinergic N receptors increased the GABA level in the cerebellum. 
The effects of lobeline and nicotine could be prevented by pre-treatment of me- 
camylamine, tubocurarine and, to a certain degree, by atropine and propranolol. 
The results of the examinations suggest that the stimulation of M receptors has 
a direct effect on the GABA-ergic system, while the stimulation of the N receptors 
has both direct and indirect effects with the participation of M receptor and 
ß-adrenergic receptor. All the cholinergic stimulants have been shown to possess 
non-characteristic effects on the GAD activity. There was no strict correlation 
between the GAD activity and the GABA level.


